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Alerting Abstract FR Al 

NOVELTY - A glucuronan oligosaccharide or polysaccharide (I) with a molecular weight of 5-700 kD is used as a cytokine 
production stimulant for preparing an immunostimulant agent. 

DESCRIPTION - A glucuronan oligosaccharide (Mw: 5000-100000) or polysaccharide (Mw: 100000-700000) (I) selected from 
beta(I-4) D-polyglucuronic acids of formula (la) and their esters and ethers, is used as a cytokine production stimulant for 
preparing an immunostimulant agent 

An INDEPENDENT CLAIM is also included for the production of a beta(l-4) D-polyglucuronic acid oligosaccharide with a 
molecular weight of 5-60 kD, comprising: 

1 . culturing Rhizobium meliloti (NCIMB 40472) (synonym Sinorhizobium meliloti ) to produce an extracellular beta(l-4) 
D-polyglucuronic acid polysaccharide with a molecular weight of 100-700 kD; 

2. subjecting the polysaccharide to enzymatic hydrolysis in the culture medium using NCIMB 40472 as a source of 
glucuronan lyase; and 

3. isolating the resulting oligosaccharide. 



ACTIVITY - Immunostimulant; antiinflammatory. 

MECHANISM OF ACTION - Cytokine production stimulant Partially acetylated Rhizobium meliloti exopolysaccharides with 
molecular weights of 200 and 350 kD were more effective in stimulating interleukin-6 and tumor necrosis factor alpha production 
by human blood monocytes than lipopolysaccharide or alginate (no data given). 

USE - (I) stimulates production of cytokines, e.g. interleukin-6, interleukin-1 and tumor necrosis factor alpha, in eukaryotic cells 
and is useful for preparing immunostimulant medicaments for treating immunodeficiency disorders, especially inflammation, and 
is also useful for stimulating recombinant cytokine production by transformed bacteria. 

Title Terms /Index Terms/Additional Words: OLIGO; PRODUCE; RHIZOBIUM; CYTOKINE; STIMULATING; 
PREPARATION; IMMUNOSTIMULANT; AGENT 
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(§4) UTILISATION D'UN GLUCURONANE EN TANT QU'AGENT IMMUNOSTIMULANT, PROCEDE DE 
PREPARATION. 

(57) La presente invention concerne I'utilisation de glucu- 
ronanes a enchainement 6 (1-4) et ayant un poids molecu- 
laire moyen en poids compris entre 5000 et 700000 Da, en 
tant qu'agents immunostimulants. Elle concerne egalement 
le precede de preparation de glucuronanes a enchainement 
13 (1-4) et ayant un poids moleculaire moyen en poids com- 
pris entre 5000 et 60000 Da. 
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Utilisation d 1 un glucuronane en tant qu'agent immunostimulant, 

proc^de de preparation 

I 

5 

Domaine de I 'invention 

La prdsente invention concerne une nouvelle utilisation, en tant 
qu'agent immunostimulant, d f un produit connu, k savoir un glucuronane k 
enchainement 3(1-4) selon la publication WO-A-93/18174. Elle concerne . 
10 dgalement un nouveau procdde de preparation d'un glucuronane k 
enchainement P(l-4) selon ladite publication ayant un poids moldculaire 
moyen en poids (Mw) de 5000 k 60000 Da. 
Art anterieur 

Dans la publication WO-A-93/18174 prdcitee, on a decrit en i 
15 tant que produits industriels des derives polymfcres de 1'acide D-glucu- 

ronique k enchainement (3(1-4) qui sont utiles notamment en tant qu' agents i 
gdifiants, 6paississants, hydratants, stabilisants, chelatants et/ou floculants 
d'une part, et qui sont particuli&rement interessants en cosm^tique, d'autre % 
part, ces derives polym&res £tant choisis parmi 
20 (a) les acides D-polyglucuroniques k enchainement (3(1-4) de formule 



COOH 




H OH 



dans laquelle n est un nombre tel que le poids moleculaire 
moyen en poids (Mw) soit compris entre environ 5000 et 
environ 700000 Da, 
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(b) les esters correspondants, 

(c) les Others correspondants, et ■ 

(d) leurs melanges. 

Selon le procedd de ladite publication WO-A-93/18174 , 
5 precitde, on prepare un polysaccharide (PS) du type glucuronane de 
formule I partiellement acdtyle suivant une technique comprenant : 
(i) la fermentation d'une souche de Rhizobium meliloti (autre 
nomenclature : Sinorhizobium meliloti) NCIMB 40472 sur un milieu 
nutritif, i 
10 (ii) la filtration du milieu de fermentation pour ecarter les cellules de 

ladite souche et recueillir le filtrat, I 

(iii) Tisolation d f un glucuronane de poids moleculaire moyen en poids 
eleve (PS ; 700000 > Mw > 100000) par precipitation dudit filtrat au 
moyen (a) d'un alcool (notamment EtOH ou iPrOH) ou d'une c£tone 

15 (notamment MeCOMe) ou (b) en milieu acide aqueux (pH 3), puis 

(iv) le cas dchdant, 1'hydrolyse en milieu acide ou par voie enzymatique i 
dudit PS pour obtenir un oligosaccharide (OS ; 100000 > Mw > 

5000). 

De T article deG.de RUITER et al., Carbohydrate Polymers, 

20 1992, 28, pages 1-7, on sait que des OS du type acide D-polyglucuronique 

k enchainement p(l-4) et ayant un Mw compris entre 5500 et 10000 ont ' 
6t6 obtenus k partir de moisissures appartenant k l'ordre des mucorales. 

On sait que les liposaccharides (LPS) peuvent stimuler dans les 
monocytes la production de cytokines. D f une manifcre generate, les PS et ! 

25 OS differents des LPS n'agissent pas en tant qu' agents immunostimulants. 

Cependant, de fagon ponctuelle, on sait de Tarticle de M. 
OTTERLEI et al., J. Immunother,, 1991, 10 (No. 4), pages 286-291 que 
des alginates stimulent la production de TNF-ct (facteur a de necrose 
tumorale), II- 1 (interleukine-1) et 11-6 (interleukine-6) par les monocytes, 

30 que des D-polyglucoses k enchainement P(l-3) et aminds stimulent la 
production de II- 1 par les macrophages humains, et que des arabino- 
galactanes stimulent la secretion de TNF-ct par les macrophages. Parmi 
les alginates, qui sont des PS ou OS constitues de sequences homo- 
poly mferes d' acide mannuronique (M), de sequences homopolymfcres 

35 d 1 acide guluronique (G) et de sequences alternees d' acide mannuronique et 
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d'acide guluronique (MG), ledit article de M. OTTERLEI et al. enseigne 
que ceux ayant une teneur dlevee en acide mannuronique sont les plus 
actifs en ce qui concerne la production de TNF-ct, II- 1 et 11-6 par les 
monocytes. I 
5 But de I 'invention 

On se propose de fournir, selon un premier aspect de 
Tinvention, une nouvelle solution technique, non decrite ni suggdree par 
Tart anterieur, pour resoudre le probleme de la stimulation de la 
production de cytokines par les cellules. s 

10 Selon un second aspect de Tinvention, on se propose de fournir 

un nouveau procddd de preparation d'un OS du type D-polyglucuronique k 
enchainement P(l-4) et ayant un Mw de 5000 k 60000 Da, qui donne des 
rendements superieurs k ceux de Thydrolyse selon ladite publication 
WO-A-93/18174 precitee. \ 

1 5 Objet de I 'in vention 

Selon la nouvelle solution technique de Tinvention, Ton i 
recommande une nouvelle utilisation d'un produit polysaccharidique, 
caracterisde en ce que Ton fait appel a un glucuronane choisi parmi 

(a) les acides D-polyglucuroniques k enchainement P(l-4) de 

2 0 formule 



COOH 




H OH 



dans laquelle n est un nombre tel que le poids moleculaire 
moyen en poids (Mw) soit compris entre environ 5000 et 
2 5 environ 700000 Da, 

(b> les esters correspondants, 
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(c) les dthers correspondants, et 

(d) leurs mdlanges, 

en tant que substance stimulant la production d'une cytokine, et destind k 
la preparation d'un agent biologiquement ou therapeutiquement immuno- 
5 stimulant, ledit glucuronane dtant un oligosaccharide (OS ; 100000 > Mw 
> 5000) ou un polysaccharide (PS ; 700000 > Mw > 100000). 

Selon Tinvention Ton recommande dgalement un procede de 
preparation d'un OS du type D-polyglucuronique a enchainement P(l-4) et 
ayant un Mw de 5000 k 60000 Da, ledit procede, qui comprend : 
10 (1°) la fermentation d'une souche de Rhizobium meliloti (autre 

nomenclature : Sinorhizobium meliloti) NCIMB 40472 produi- 
sant exocellulairement un glucuronane qui est un PS du type D- 
polyglucuronique k enchainement p(l~4) et ayant un Mw tel que 
700000 > Mw > 100000, 
15 (2°) Thydrolyse enzymatique dudit PS pour obtenir un glucuronane 

qui est un OS du type D-polyglucuronique a enchainement 
0(1-4) et ayant un Mw de 5000 k 60000 Da, et 
(3°) r isolation dudit OS, 
dtant caracterise en ce que Thydrolyse enzymatique de Tetape (2°) est 
20 effectude dans le milieu de fermentation de l'etape (1°) en presence des 
bacteries de la souche NCIMB 40472 intervenant en tant que source de 
glucuronane lyase. 
Abreviations 

Par commodite, les abreviations et acronymes suivants ont ete 

2 5 utilises dans le texte de la presente invention. 

Ac acetyle 

ANA alginate de A. nodosum contenant 46 % en poids d 1 unite acide 

a-L-guluronique (produit teste dans M. OTTERLEI et al.) 
Bu n-butyle 
30 dp degre de polymerisation 

Et ethyle 
EtO ethyloxy 

GL-1 glucuronane de formule I selon Tinvention, ou les fonctions 
alcool OH sont partiellement O-acetylees et qui a un Mw de 

3 5 200000 Da 
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GL-2 glucuronane de formule I selon Tinvention, ou les fonctions 
alcool OH sont partiellement O-acetylees et qui a un Mw de 
350000 Da 

iBu isobutyle 
5 iBuO isobutyloxy 

iPr isopropyle 

iPrO isopropyloxy 

LPS Hpopolysaccharide 

M2 milieu nutritif aqueux de production, prefere selon Tinvention, 

10 contenant 1 g/1 d'extrait de levure, 1 g/1 de K 2 HP0 4 , 0,2 g/1 de 

MgS0 4 .7H 2 0 et 10 g/1 de glucose, fructose ou saccharose 
Me methyle 
MeO methyloxy 

Mw poids moleculaire moyen en poids 
15 NCIMB National Collection of Industrial and Marine Bacteria, (il s'agit 
d'un organisme britannique agree pour le depot de souches) 

OS oligosaccharide 

Pr n-propyle 

PS polysaccharide 
20 RT temperature ambiante (15-25°C) 

sBu s.-butyle 

sBuO s.-butyloxy 

tBu t.-butyle 

tBuO t.-butyloxy 
25 Description detaillee de ('invention 

Les glucuronanes selon T invention comprennent done les acides 

polyglucuroniques de formule I, leurs esters, leurs Others et leurs 

melanges. 

Plus prdcisement, ledit glucuronane est choisi parmi Pensemble 
3 0 consume par 

- les acides polyglucuroniques de formule I, 

- les esters des acides polyglucuroniques de formule I dans lesquels le 
reste OH d'au moins un groupe acide carboxylique COOH est remplac6 
par un reste alkoxy en C,-C 4 , 

3 5 - les esters des acides polyglucuroniques de formule I dans lesquels 



FR00 Z781673 [file://dcwas02/ip data/I P/FOLEYPat/PatentPocufnents/FRQQ2781673.C PC1 Page 7 of Vi 



2781673 

6 



Tatome d'hydrogfene d'au moins un groupe alcool OH est remplace par 
un reste acyle aliphatique en C 2 -C 4 , 

- les esters des acides polyglucuroniques de formule I dans lesquels (i) le 
reste OH d'au moins un groupe acide carboxylique COOH est remplacd 

5 par un reste alkoxy en C,-C 4 , et (ii) 1'atome d'hydrogene d'au moins un 
groupe alcool OH est remplace par un reste acyle aliphatique en C 2 -C 4 , 

- les Others des acides polyglucuroniques de formule I dans lesquels 
l'atome d'hydrogfcne d'au moins un groupe alcool OH est remplacd par 
un reste alkyle en C r C 4 , 

10 - les dther-esters des acides polyglucuroniques de formule I dans lesquels 
(i) le reste OH d'au moins un groupe acide carboxylique COOH est 
remplace par un reste alkoxy en C r C 4 , et (ii) 1'atome d'hydrogene d'au 
moins un groupe alcool OH est remplacd par un reste alkyle en C,-C 4 , 
et 

15 - leur melanges. 

Les groupes alkoxy precites en C,-C 4 peuvent etre a chaine 
hydrocarbonee lindaire ou ramifiee, ils comprennent les groupes MeO, 
EtO, PrO, iPrO, BuO, iBuO, sBuO et tBuO. 

Les groupes alkyle precites en C,-C 4 peuvent etre a chaine 
20 hydrocarbonee lindaire ou ramifiee, ils comprennent les groupes Me, Et, 
Pr, iPr, Bu, iBu, sBu et tBu. 

Les groupes acyle aliphatiques en C 2 -C 4 peuvent etre & chaine 
hydrocarbonee lineaire ou ramifiee, ils comprennent les groupes Ac, 
COEt, COPr, COiPr. 

2 5 Le glucuronane prefere selon T invention a un Mw de 100000 & 

500000 Da (et mieux 200000 a 350000 Da) et est choisi parmi Tensemble 
constitue par 

- les acides polyglucuroniques de formule I, et 

- leurs esters dans lesquels les fonctions alcool OH sont partiellement 

3 0 O-acetylees, chaque cycle acide glucuronique de la formule I compor- 

tant statistiquement jusqu'k 33 % en poids de groupes O-CO-CHj (i.e. 
OAc) par rapport au poids du cycle unitaire acide glucuronique. 

Dans ce dernier cas, la fonction acdtyloxy est localisde soit en 
position 2, soit en position 3, soit encore en positions 2 et 3 du cycle acide 
3 5 glucuronique. 
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Bien entendu, il est possible d'eliminer ladite fonction 
acdtyloxy. La desacdtylation est realisee (comme indiqud dans WO-A- 
93/18174 precite) k un pH supdrieur k 8,0 k RT (le pH supdrieur k 8,0 
etant obtenu au moyen d'une base forte notamment un hydroxyde de metal 
5 alcalin comme NaOH ou KOH). Ainsi, 7-8 heures k RT et k pH 1 1 
suffisent pour ddsacetyler le compose polymfere comportant jusqu'k 33 % 
en poids de groupe OAc par rapport au poids du cycle acide glucuronique. 

La souche qui convient pour la preparation exocellulaire des OS 
et PS utiles comme agents immunostimulants est la souche Rhizobium 
10 meliloti NCIMB 40472 visde dans WO-A-93/18174. 

Les glucuronanes utiles selon 1* invention interviennent en tant 
qu'agents immunostimulants. 

Selon une premifere variante ils sont, d'un point de vue biolo- 
gique, destines k la preparation d'au moins une cytokine par une cellule 
15 productrice. La cellule productrice peut Stre une bacterie comportant un 
plasmide qui a ete modifie pour comporter un vecteur d 1 expression codant 
pour une cytokine protdinique telle que TNF-ct, II- 1 ou 11-6 ; dans ce cas 
Tamelioration du rendement de la production d'une telle cytokine par un 
glucuronane selon Tinvention est faible. En revanche, quand la cellule 

2 0 productrice est une cellule eucaryote connue pour gdnerer des cytokines, 

les rendements de production avec les glucuronanes sont nettement 
ameliores. 

Selon une seconde variante, les agents immunostimulants sont, 
d'un point de vue therapeutique, particulifcrement interessants pour la 

25 production in vivo des cytokines que Torganisme ne fournit pas en 
quantitd suffisante, d'une part, ou pour la production in vitro desdites 
cytokines devant etre administrees aux patients, d'autre part. Les cellules 
productrices sont dans ce cas des cellules eucaryotes, notamment les 
monocytes, les macrophages, les cellules T, voire encore d'autres cellules 

30 souches. Ainsi, les glucuronanes selon Tinvention sont utiles a la 
preparation de medicaments immunostimulants destines k une utilisation 
en therapeutique vis-i-vis des desordres lies k une insuffisance 
immunostimulatoire, notamment en cas d' inflammation. 

Parmi les cytokines, dont on veut favoriser la production k 

3 5 partir des cellules eucaryotes productrices, on peut citer notamment 
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TNF-cc, II- 1 et II-6. 

Le proced6 de preparation des OS selon 1' invention comprend 
1' utilisation d'un ou plusieurs enzymes fournis par la souche NCIMB 
40472 elle-meme, le ou lesdits enzymes etant ou agissant en tant que 
5 glucuronane lyase. Ledit procdde comporte la conservation de ladite 
souche et la fragilisation de sa paroi pour profiter de la liberation de ladite 
glucuronane lyase ou du produit enzymatique d'activite glucuronane 
lyasique lors de l'hydrolyse enzymatique. 

En pratique l'hydrolyse enzymatique est effectuee par incuba- 
10 tion a pH 7, pendant 40 k 60 h, de preference pendant 48 h, et k une 
temperature de 25-35 °C, de preference a 30°C. 

Selon un premier mode de realisation, l'hydrolyse enzymatique 
comprend (i) Tacidification du milieu de fermentation jusqu'k pH 3, (ii) la 
neutralisation, au plus tard 0,30 h aprfcs 1'acidification, du milieu resultant 
15 avec une base, de preference un hydroxyde de metal alcalin tel que NaOH 
ou KOH k une concentration de 1M k 3M, puis (Hi) T incubation en 
regulant le pH k 7 par addition de ladite base k une concentration de 1M. 

Selon un second mode de realisation l'hydrolyse enzymatique 
comprend (i) V addition de Na 2 S0 4 au milieu de fermentation, puis (ii) 

2 0 1' incubation en regulant le pH k 7 par addition d'une base, de preference 

un hydroxyde de metal alcalin tel que NaOH ou KOH k une concentration 
de 1M. 

Le materiau de depart est le milieu de fermentation obtenu 
selon la preparation II de ladite publication WO-A-93/18174 precitee. Le 

25 precede de 1' invention offre 1'avantage d'eviter 1' isolation du PS, d'une 
part, et de fournir de meilleurs rendements en OS, d'autre part. 

L 1 isolation des OS obtenus selon le procede de la presente 
invention est realisee selon une methode connue en soi, en particulier 
Tune de celles decrites dans ladite publication WO-A-93/18174 precitee. 

30 D'autres avantages et caracteristiques de l'invention seront 

mieux compris k la lecture qui va suivre d'exemples de realisation et de 
resultats d'essais d'immunostimulation. Bien entendu 1'ensemble de ces 
elements n'est nullement limitatif mais est donne k titre d' illustration. 
Exemple 1 

3 5 On part du milieu de fermentation obtenu a Tissue de la 
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preparation II de WO-A-93/18174 qui comprend les PS produits de fa?on 
exocellulaire, les bacteries de la souche NCIMB 40472 et le milieu nutritif 
M2. 

On ajuste k pH 3 ledit milieu de fermentation au moyen d'acide j 
5 sulfurique (H 2 S0 4 de 0,1 k 1M) que Ton ajoute par fraction pendant une 
dur£e totale sup^rieure ou dgale k 0,08 h (de preference pendant une durde 
totale de 0,10 k 0,20 h). On neutralise, au plus tard 0,30 h apits 
l'acidification, le milieu resultant jusqu'k pH 7,0 au moyen de KOH (1M 
k 3M). On incube ensuite pendant 48 h k 30°C en ajustant le pH k 7,0 par » 
10 addition de KOH 1M. Les OS obtenus qui ont un Mw de 5000 a 50000 

Da peuvent etre isolds comme indique dans ladite publication WO-A- . 
93/18174 precitee. 
Exemple 2 

On part du milieu de fermentation obtenu a Tissue de la \ 
15 preparation II de WO-A-93/18174 qui comprend les PS produits de fagon 

exocellulaire, les bacteries de la souche NCIMB 40472 et le milieu nutritif i 
M2. 

On ajoute audit milieu de fermentation Na 2 S0 4 (5 k 25 g/1). On 
incube ensuite pendant 48 h a 30° C en ajustant le pH k 7,0 par addition de 
20 KOH 1M. Les OS obtenus qui ont un Mw de 5000 k 50000 Da peuvent 

etre isoles comme indique dans ladite publication WO-A-93/18174 s 

precitde. 

Exemple 3 

L'isolation des OS des exemples 1 et 2 ci-dessus est realisee ! 

25 comme suit. Les bacteries de la souche NCIMB 40472 sont £limin£es du 
milieu les contenant par filtration ou centrifugation selon les modalit^s 
op^ratoires decrites dans la preparation V de WO-A-93/18174. Les 
molecules de OS ayant un Mw compris entre 20000 et 50000 Da, d'une 
part, et les molecules de OS ayant un Mw compris entre 5000 et 20000 

3 0 Da, d'autre part, sont purifiees et isolees par ultrafiltration sur membrane 
k seuil de coupure selectif selon les modalites donnees dans la preparation 
IX de WO-A-93/18174. 

On obtient ainsi un rendement en masse d*environ 60 % pour 
les molecules de masse moyenne (Mw compris entre 20000 et 50000 Da) 

35 et & environ 40 % pour les moldcules de masse faible (Mw compris entre 
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5000 et 20000 Da). Une durde d 1 incubation prolongde (i.e. supdrieure k 
60 h) conduit k une augmentation du rendement en molecules de masse 
faible. 

Exemple 4 - Essais - 
5 Des essais de production de cytokines ont 6l6 mis en oeuvre sur 

gel selon les modalitds operatoires ddcrites dans Particle de M. 
OTTERLEI et al. prdcitd, les cellules productrices dtant des monocytes de 
sang humain. La production de cytokines (TNF-cx, II- 1 et 11-6) k partir de 
monocytes a 6t6 testee en presence de glucuronane selon T invention, k 
10 savoir GL-1 (Mw de 200000 Da) et GL-2 (Mw de 350000 Da). Les 
rdsultats obtenus, compares k la production des memes cytokines k partir 
de monocytes en presence d 1 alginate (ANA) ou de LPS connus pour avoir 
un effet sur la production desdites cytokines, mettent en evidence que : 

• GL-1 et GL-2 ont une activite superieure k LPS et ANA, dans la 
15 production de 11-6 et TNF-a, et 

• GL-1 et GL-2 ont une activity comparable k ANA, dans la production 
de II- 1. 



ER002781673 [file://dcwas02/ipdata/IP/FOLEYPat/PatentDocuments/FR002781673.CPC1 Pa ge 12 of V> 



2781673 

tt 



RJE V EN DIC A TIONS 



1. Utilisation cTun produit polysaccharidique, caracterisee en ce 

que Ton fait appel k un glucuronane choisi parmi 

(a) les acides D-polyglucuroniques k enchainement P(l-4) de 
formule 



COOH 



10 



15 



20 



25 



HO 




OH 



(I) 



dans laquelle n est un nombre tel que le poids moteculaire 
moyen en poids (Mw) soit compris entre environ 5000 et 
environ 700000 Da, 

(b) les esters correspondants, 

(c) les ethers correspondants, et 

(d) leurs melanges, 

en tant que substance stimulant la production d'une cytokine, et destine k 
la preparation d'un agent biologiquement ou therapeutiquement immuno- 
stimulant, ledit glucuronane dtant un oligosaccharide (OS ; 100000 > Mw 
> 5000) ou un polysaccharide (PS ; 700000 > Mw > 100000). 

2. Utilisation suivant la revendication 1, caracterisee en ce que 
ledit glucuronane est destine k la preparation d'au moins une cytokine par 
une cellule eucaryote. 

3. Utilisation suivant la revendication 1, caracterisde en ce que 
ledit glucuronane est destind k la preparation d'un medicament 
immunostimulant. 
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4. Utilisation suivant Tune quelconque des revendicatibns 1 k 3, 
caractdrisde en ce que ledit glucuronane est un PS ayant un Mw compris 
entre 100000 et 500000 Da et mieux entre 200000 et 350000 Da. 

5. Utilisation suivant Tune quelconque des revendications 1 k 4, I 
5 caracterisde en ce que ledit glucuronane est un acide D-polyglucuronique a 

enchainement (3(1-4) selon la formule I ou les groupes de la fonction 
alcool OH sont partiellement acetyls. 

6. Utilisation suivant la revendication 5, caracterisee en ce que, 
dans ledit glucuronane de formule I, les atomes d'hydrogfene des fonctions 

10 alcool OH sont partiellement remplacds par des groupes acdtyle, ledit 
glucuronane comportant statistiquement jusqu'i 33 % en poids de groupe 
OAc par rapport au poids du cycle unitaire acide glucuronique, 

7. Procdde de preparation d'un OS du type D-polyglucuronique k 
enchainement P(l-4) et ayant un Mw de 5000 k 60000 Da, ledit procede, 

15 qui comprend : 

(1°) la fermentation d'une souche de Niizobium meliloti (autre 
nomenclature : Sinorhizobium meliloti) NCIMB 40472 produi- 
sant exocellulairement un glucuronane qui est un PS du type 
D-polyglucuronique k enchainement P(l-4) et ayant un Mw tel 
20 que 700000 > Mw > 100000, 

(2°) Thydrolyse enzymatique dudit PS pour obtenir un glucuronane 
qui est un OS du type D-polyglucuronique a enchainement 
P(l-4) et ayant un Mw de 5000 k 60000 Da, et 
(3°) isolation dudit OS, 
25 etant caractdrisd en ce que Thydrolyse enzymatique de Tetape (2°) est 
effectude dans le milieu de fermentation de Tetape (1°) en presence des 
bactdries de la souche NCIMB 40472 intervenant en tant que source de 
glucuronane lyase. 

8. Procede suivant la revendication 7, caracterise en ce que 
30 Thydrolyse enzymatique est effectuee par incubation k pH 7, pendant 40 k 

60 h, de preference pendant 48 h, et k une temperature de 25-35 °C, de 
preference k 30°C. 

9. Procdde suivant la revendication 8, caracterisde en ce que 
Thydrolyse enzymatique comprend (i) Tacidification du milieu de fermen- 

35 tation jusqu'fc pH 3, (ii) la neutralisation, au plus tard 0,30 h aprfcs 
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1' acidification, du milieu rdsultant avec une base, de preference un 
hydroxyde de mdtal alcalin tel que NaOH ou KOH k une concentration de 
1M h 3M, puis (iii) 1' incubation en regulant le pH a 7 par addition de 
ladite base k une concentration de 1M. I 
5 10. Procedd suivant la revendication 8, caracterise en ce que 

Thydrolyse enzyiiiatique comprend (i) l'addition de Na 2 S0 4 au milieu de 
fermentation, puis (ii) Tincubation en regulant le pH a 7 par addition 
d'une base, de preference un hydroxyde de metal alcalin tel que NaOH ou 
KOH & une concentration de 1M. ! 
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